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ABREVIATURAS

ACh: acetilcolina

ATP: adenosina trifosfato

COMT: catecol-O-metiltransferase

DA: dopamina

DBH: dopamina 3-hidroxilase

DP: Doenga de Parkinson

DOPA: descarboxilase dos aminoacidos L-aromaticos
DOPAC: acido 3,4-dihidroxifenilacético
Fe®": ion férrico

Fe’™: ion ferroso

HVA: acido homovanilico

i.c.v.: intracerebroventricular

i.m.: intramuscular

1.p.: intraperitoneal

1.v.: intravenoso

L-DOPA: L-3,4 dihidroxifenilalanina
MAO-B: monoamino oxidase B

MPP+: 1-metil-4-feniipiridinio

MPTP: 1-metil-4fenil-1.2,3,6-tetraidropiridina
NA: noradrenalina

PNMT: feniletanolamina-N-metiltransferase
PS: fosfatidilserina

s.c.: subcutaneo

SNc: Substancia Negra parte compacta
SNC: Sistema Nervoso Central

5-HT: 5-hidroxitriptamina (serotonina)



RESUMO

A Doenga de Parkinson € uma sindrome idiopatica e progressiva que ocorre com
maior incidéncia em idosos. Além dos sintomas motores, foi verificado que os pacientes
parkinsonianos apresentam prejuizo na memoria. A fosfatidilserina (PS) ¢ um
fosfolipidio acidico de membrana capaz de melhorar as altera¢des cognitivas associadas
as deméncias. Nosso grupo, ja demonstrou o efeito da PS na reversio da amnésia
induzida por reserpina na tarefa de esquiva passiva em ratos. Neste sentido, ja se
verificou que no modelo animal de Parkinson induzido por MPTP, os animais
apresentaram prejuizo na aquisi¢do e retengao da memoria em uma tarefa de esquiva
ativa. Assim, neste trabalho buscou-se avaliar os efeitos da PS no modelo animal de
Parkinson induzido por MPTP.

Ratos Wistar machos, de 3 meses de idade foram divididos em 6 grupos:
MPTP/salina (n=9); SHAM/salina (n=7), controle/salina (n=8); MPTP/PS (n=9),
SHAM/PS (n=9), controle/PS (n=9). Os animais do grupo MPTP foram infundidos
bilateralmente com MPTP (1umol em 2.1ul) na Substancia Negra compacta (SNc - AP:
-5,0 mm; LL: 2,1 mm e DV: -7,7 mm). O grupo SHAM foi submetido a cirurgia,
entretanto nao recebeu a infusdo com MPTP e o controle nao foi submetido a cirurgia
estereotaxica. No 14° dia apos a cirurgia os animais receberam salina (NaCl 0,9%) ou
PS (50mg/Kg) durante 7 dias. No 21° dia os ratos passaram pela sess@o treino na tarefa
de esquiva ativa de 2 vias (30 pareamentos de tons e choque de 0,4 mA, 5 s). O teste foi
realizado 24 h apos o treino. Os resultados mostram o MPTP produziu um efeito
amnésico em ratos submetidos a tarefa de esquiva ativa em comparagio aos animais do
grupo SHAM e controle. Além disto, a administragio de PS ndo reverteu os efeitos do
MPTP tanto no treino como no teste. Estes dados demonstram que a PS nao foi capaz de

atenuar as alteragdes cognitivas neste modelo animal.



I1- INTRODUCAO

A Doenga de Parkinson (DP) € uma sindrome idiopatica e progressiva, associada
a degeneragdo de varios sistemas neuronais (GERLACH & RIEDERER, 1996, STOOF
etal., 1999), como o dopaminérgico, colinérgico e serotoninérgico.

Esta doenga foi descrita em 1817 pelo médico inglés James Parkinson no
“Essay on the Shaking Palsy” (GERLACH & RIEDERER, 1996). A incidéncia e a taxa
de prevaléncia da DP sobre as demais doengas tende a aumentar com a idade,
rgpresentando por volta de 2/3 dos pacientes que procuram tratamento para disturbios
de movimento (TEIVE & MENESES, 1996). Dados epidemiologicos demonstram que
aproximadamente 0,15% da populacdo em geral e 0,5% de individuos com idade
superior a 50 anos s3o afetados pela DP (STOOF ez al., 1999).

A fisiopatologia da DP esta associada a degeneragdo de neurdnios
dopaminérgicos dos Ganglios da Base, principalmente da Substincia Negra e do corpo
estriado como os nucleos caudado e putamen (GERLACH & RIEDERER, 1996).

As células lesadas na DP podem ser caracterizadas histologicamente pela
presenga de inclusdes eosinofilas intracitoplasmaticas constituidas por varias estruturas
de natureza protéica, denominadas corpos de Lewy Estas inclusdes podem ser
encontradas em alguns idosos, entretanto, entre 85-100% das autopsias realizadas em
pacientes com DP observou-se a presenca dos corpos de Lewy nos neuronios
dopaminérgicos (GIBB, 1989). A presenca dos corpos de Lewy evidencia areas de
degeneragdo celular, portanto, podem ser considerados como marcadores da perda
neuronal em regides especificas do sistema nervoso (TEIVE & MENESES, 1996).

A Substincia Negra €é formada por corpos celulares de neurdnios
dopaminérgicos que contém neuromelanina. A degeneragdo da neuromelanina contendo

tirosina hidroxilase (enzima associada a sintese das catecolaminas) € o deposito de



corpos de Lewy, resultam na redugao de dopamina (DA) no Sistema Nervoso Central -
SNC (HANGAN ez al., 1997. RIEKKINEN ez al., 1999).

A DA ¢ uma catecolamina que tem como precursor, a tirosina, que é convertida
em DOPA atraves da tirosina hidroxilase. Em uma segunda etapa a DOPA ¢
transformada em DA pela DOPA descarboxilase. A DA pode ser convertida em
noradrenalina (NA) e adrenalina, pela acdo das enzimas dopamina (3- hidroxilase (DBH)
e feniletanolamina-N-metiltransferase (PNMT), respectivamente. O principal
mecanismo de inativagdo da DA € a recaptagio na fenda sinaptica ou através da
degradagao enzimatica pela MAO encontrado na membrana mitocondrial intraneural e
pela COMT localizada na fenda sinaptica. Os principais metabolitos sido o acido
diidroxifenilacético (DOPAC) e o acido homovanilico (HVA). O primeiro ¢ formado
pela desaminagao oxidativa (MAO) seguida por oxidagdo enzimatica do aldeido
resultante, que € um derivado metoxi do DOPAC. O HVA ¢ formado pela agdo da
COMT e é frequentemente usado como indicador do turnover de dopamina.

Nos pacientes parkinsonianos, além do decréscimo de DA na via nigroestriatal
(LINDNER et al.. 1999), pode ocorrer também redugdo de NA nos neurdnios do Locus
Coeruleus (STOOF et al.. 1999), perda de serotonina (5-HT) no Nucleo da Rafe e
reducido de acetilcolina (ACh) no Nucleus basalis de Meynert.

Os sintomas mais comuns encontrados em pacientes com DP sdo tremor, rigidez
muscular, acinesia (auséncia generalizada dos movimentos) e deficiéncia cognitiva
(LINDNER er al., 1999; RIEKKINEN ef al., 1999). Outro sintoma caracteristico da
doenga € a bradicinesia que consiste em lentidio e pobreza de movimentos
(TACHIBANA et al., 1999). A acinesia e bradicinesia estio associados a degeneragao
de neurotransmissores dopaminérgicos na Substincia Negra e a conseqiiente deficiéncia

da DA estriatal (GERLACH & RIEDERER, 1996).



Os principais sinais que caracterizam a DP s3o a perda de expressividade facial,
a marcha “petit pas”, “freezing”, fala monotona, hipofonica e disartrica, micrografia
(alteragdao na escrita) e redugdo do sono. Nestes pacientes podem ainda ocorrer
alteragdes autonomicas como hipersalivagao, diminui¢do da deglutigao, alteragdo do
peristaltismo intestinal, diminui¢do da atividade sexual, tontura e perturbagdes
sensitivas. A deméncia € também uma caracteristica da DP, encontrada em 15-20% dos
pacientes (DUBOIS & PILLON, 1997). Alem disto, observa-se quadros de depressao e
ansiedade nesta sindrome (VALLDEORIOLA et al., 1997). Estes estdo associados com
o estagio da doenga e com a deficiéncia cognitiva (AARSLAND ez al., 1999), descrito
através de testes com pacientes parkinsonianos.

A deteriorag@ao do processo de aprendizado e memoria associado a idade €
caracteristico em mamiferos (FRICK e al., 1999). Ja € conhecido que alguns tipos de
memoria sdo afetados com avango da idade em humanos, entretanto, varias fungoes da
memoria sao prejudicadas na DP (DUBOIS & PILLON, 1997).

Existem dois tipos de memoria, a de curta duragdo e a de longa duragao. A
memoria de curta durag@o, consiste na capacidade do individuo em reter uma
determinada informagao por varios segundos, enquanto a opera¢ao mental esta sendo
realizada. Enquanto, a memoria a longo prazo ou de referéncia, esta associada ao
armazenamento de informagdes por um periodo maior de tempo. Esta pode ser dividida
em memoria explicita, denominada também de declarativa, na qual o individuo possui a
habilidade de relembrar conscientemente das informacdes. E memoria implicita do tipo
procedural que esta relacionada com fatores involuntarios e inconscientes. Tanto a
memoria operacional como a de longo prazo podem estar alteradas nos pacientes com

DP (DUBOIS & PILLON, 1997).



Segundo, VALLDEORIOLA et al. (1997), as alteragdes cognitivas encontradas
nos pacientes com DP envolvem lentidao no processamento de informagdes e prejuizo
na aquisicdo das memorias de curto prazo. A memoria operacional esta diretamente
associada ao sistema dopaminérgico. A redugio da atividade dopaminérgica no estriado
e no lobo frontal na DP pode provocar um prejuizo na memoria operacional,
dificultando o processo da memoria declarativa que requer estratégias operacionais
(STEBBINS eral., 1998).

Os possivels mecanismos etiopatogénicos da DP podem estar associados a
produgdo de radicais livres, ao envelhecimento cerebral, a predisposi¢do genética, as
anormalidades mitocondriais ou a exposi¢ao repetida de neurotoxinas ambientais como
algumas toxinas agroindustriais.

Atualmente o “estresse oxidativo” ¢ hipoOtese mais aceita para explicar a DP. A
produgdo de radicais livres resultantes do metabolismo dopaminérgico provocaria um
desequilibrio neuronal, o estresse oxidativo, reduzindo a formagdo de DA. A produgao
dos radicais livres podem induzir lesdo e morte celular. Em equilibrio normal estes
eventos sdo neutralizados por agentes redutores e enzimas neuroprotetoras(TEIVE &
MENESES, 1996).

Durante o periodo de 1979 a 1982, observou-se na California (Estados Unidos), que
um numero de jovens dependentes de drogas, desenvolveram uma séria e irreversivel
sindrome Parkinsoniana, apos injetarem um novo tipo de heroina sintética. Estes
pacientes exibiram todos os sintomas tipicos da DP e responderam bem ao tratamento
com L-DOPA e agonistas dos receptores de dopamina. Uma analise da heroina sintética
mostrou que ela estava contaminada com 25% de 1-metil-4 fenil-4-propionoxipiperidina
e também, 2,9% de 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina - MPTP (LANGSTON et al,,

1983). O potencial desta substancia em produzir uma sindrome de Parkinson foi



subsegiientemente confirmado em varias espécies de animais (ZIGMOND &
STRICKER,1989; GERLACH et al,, 1996). Investigagdes bioquimicas e histologicas
demonstraram que a sindrome Parkinsoniana induzida por MPTP coincide exatamente
com a DP no homem, apresentando todos os principais tragos desta (GERLACH et al.,
1996).

Dentre os modelos animais utilizados para induzir a DP, destaca-se o do MPTP
(GERLACH et al., 1996). O MPTP tem caracteristicas lipofilicas e, apos atravessar a
barreira hematoencefalica, destroi seletivamente neurdnios dopaminérgicos do SNC,
induzindo alteragdes patologicas e bioquimicas semelhantes ao quadro clinico da DP
(LANGSTON et al., 1984).

Estudos sobre o mecanismo de agdo do MPTP tém mostrado que a toxina deve
ser convertida ao radical livre MPP™ (1-metil-4-fenilpiridinio) através da metabolizagio
pela monoamino-oxidase-B (MAO-B). O MPP™ ¢ seletivamente captado pelos sitios de
captacdo de alta afinidade nos terminais dopaminérgicos e noradrenérgicos e
acumula-se em concentra¢bes milimolares dentro das mitocondrias do neur6nio
dopaminérgico. O processo de formagio de MPP™ e o acumulo do mesmo estdo
associados a neurotoxicidade dopaminérgica (KALARIA er al., 1987, WONG et al..
1999). O MPP" concentra-se na mitocondria inibindo a agao da NADH CoQ); redutase,
enzima especifica do complexo I da cadeia respiratoria mitocondrial. A interrupg¢do da
fosforilagao oxidativa resulta em diminui¢do dos niveis de adenosina trifosfato (ATP)
(GERLACH & RIEDERER, 1996, HANGAN et al., 1997, WONG et al., 1999). Uma
conseqiiéncia € a despolarizagdo neuronal parcial e ativagdo secundaria de receptores
NMDA voltagem-dependentes, os quais podem produzir, quando da ativagdo excessiva,

excitotoxicidade e morte neuronal. A morte neuronal pode ocorrer devido a uma



incapacidade dos neuronios de manter a homeostase do calcio em fungao da deficiéncia
de energia.

A toxicidade do MPP  pode estar associada ao “estresse nxidativo” com o
aumento da produgao de radicais livres e superoxidos durante o metabolismo do MPTP
(GERLACH & RIEDERER, 1996; HANGAN et al., 1997, WONG et al., 1999). Este
processo acarretaria na diminuigio de agentes antioxidantes como o glutation reduzido
(GSH) e a vitamina C, facilitando o acimulo de radicais OH, Fe*~ e Fe’ (HANGAN er
al., 1997) 

Emi)ora a administrag¢do sistémica de MPTP ndo acarrete em anormalidades na
regido nigroestriatal em ratos, a infusdo direta de MPTP na Substancia Negra destroi a
zona compacta dos neurdnios dopaminérgicos e depleta a dopamina estriatal e seus
metabolitos (KALARIA e al., 1987). Além disto, a administragio de MPTP na
Substancia Negra parte compacta (SNc) foi comprovada como um modelo animal de
Parkinson valido para avaliar o prejuizo na aquisigdo e retengdo da memoria
(MIYOSHI. 1999).

O tratamento mais comum para os pacientes com DP € utilizando o precursor da
DA, a L-3.4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA), pois a DA ¢ degradada antes de chegar
ao cérebro. A L- DOPA ¢ uma droga importante para o tratamento da DP, porém, com
o uso frequente pode desenvolver complicagao motoras e discinesias (GRONDIN ez al.,
1999). Estas discinesias sao decorrentes da supersensibilidade dopaminérgica induzida
pelo tratamento prolongado com L-DOPA. Neste sentido, GOMEZ-MANCILLA &
BEDARD (1991) observaram que os efeitos colaterais da L-DOPA podem ser
reduzidos com a administragdo do 17f3- estradiol antes ou durante o tratamento com L-
DOPA em fémeas de Macaca fascicularis castradas que receberam MPTP (i.v.). De

acordo com estes autores o 17pB- estradiol reduz a afinidade dos agonistas de receptores



D,, portanto o efeito produzido por este composto poderia estar associado a uma
reducgdo da afinidade dos receptores D; dopaminérgicos na regido lateral e na cauda do
estriado.

Por outro lado, outros sistemas de neurotransmissores foram estudados e
verificou-se que um antagonista a-adrenérgico, o idazoxan, foi capaz de influenciar a
atividade locomotora em macacos expostos ao MPTP. O efeito antiparkinsoniano do
idazoxan pode reduzir discinesias causadas pelo tratamento com L-DOPA. Este
trabalho também sugere que manipulagdes farmacologicas no sistema noradrenérgico
pode beneficiar os pacientes com Parkinson (GRONDIN e? al., 1999).

Atualmente o tratamento da DP tem-se voltado ao desenvolvimento de drogas
que reduzam os sintomas motores dos pacientes, dando-se pouca énfase para os
disturbios cognitivos decorrentes desta doenga. Neste sentido, dentre as drogas
nootropicas existentes no mercado, destaca-se a fosfatidilserina (PS) no tratamento de
amnésia associada as deméncias.

A PS ¢é um fosfolipidio extraido e purificado da regido do cortex de bovinos,
conhecido pelos diversos efeitos no SNC ( FAGIOLI et a/., 1989; NUNZI et al., 1989).
Os fosfolipidios presentes nas membranas nao estao relacionados somente com Os
componentes estruturais, mas também envolvidos direta e ativamente com a transdugao
da informagdo através das membranas. Tem-se demostrado que este composto apresenta
um importante papel em diversas ligacbes de membrana semelhante a ativagdo
enzimatica, a fusdo de lipossomos e a permeabilidade de ions (SAMSON, 1987).

O mecanismo de ac¢do deste fosfolipidio esta relacionado a alteragdes tanto em
sistemas de neurotransmissores quanto ao aumento da atividade de enzimas como a
Na™ K~ ATPase (CALDERINI et al., 1985). Com relagio aos neurotransmissores ja foi

demonstrado que a administragdo de PS foi capaz de restaurar os niveis de acetilcolina —



ACh (MANTOVANI ez al., 1982; PEDATA et al., 1985), DA, NA e 5-HT. Além disto,
esta droga pode atuar indiretamente aumentando o turnover da NA e DA em diversas
areas cerebrais, sendo que este processo € acompanhado pela ativagao da adenil-ciclase
(MANTOVANI ez al., 1982).

A PS € um precursor da fosfatidilcolina, responsavel pela formagdo da colina
(AMMASSARI-TEULE et al., 1989). A colina mais a acetil-CoA sofrem agdo da
enzima de sintese colina acetil transferase (CAT), onde ocorre uma acetilagio da colina
com acetil CoA , formando ACh que € acondicionada em vesiculas sinapticas.

Os efeitos da PS no aprendizado e memoria sao bem conhecidos, e alguns
autores tem demonstrado os efeitos do PS em estudos comportamentais e
neuroquimicos que estdo relacionados a fung@o cognitiva.

CLARO e colaboradores (1999) verificaram que o tratamento com PS
(50 mg/Kg /5 dias) atenuou a amnésia induzida por escopolamina em camundongos no
modelo de esquiva discriminativa em um labirinto de cruz elevado. Além disto, este
estudo corrobora a hipotese de que a PS esta associada ao circuito colinérgico, sem
descartar a participag¢ao de outros mecanismos. Outros autores (MANTOVANI ez a/.,
1982) demonstraram que a PS exerce um antagonismo sobre os efeitos da escopolamina
em ratos e coelhos avaliados em um estudo eletrocortical. A PS influéncia o sistema
colinérgico cortical comprovado por um aumento na produgido de ACh no cortex. Esses
autores verificaram que mesmo com a administragdo PS em doses baixas ja foi possivel
observar uma redugdo dos efeitos da escopolamina, e no tratamento cronico a PS
aumentou os niveis de ACh estriatais.

Alguns autores (ZANOTTI, et al., 1989, MAGGIONI e a/.. 1990; COHEN et
al., 1992) tem demonstrado que a administragdo cronica de PS provoca uma melhora

nos processos de aprendizagem e memoria. Neste sentido, ZANOTTI e cols (1989),



verificaram que ratos idosos tratados prolongadamente com PS (50 mg/dia/durante 7-12
semanas) obtiveram uma melhor performance no labirinto aquatico de Morris e na
esquiva passiva. Este trabalho, mostrou que a PS foi capaz de restaurar as fungoes
colinergicas dos ratos 1dosos, sem descartar a hipotese que esta droga estaria atuando
sobre outros sistemas neuronais. Além disto, DRAGO e cols em 1981, avaliaram em
ratos idosos o efeito da administragdo de PS tanto i.p. como intracerebroventricular
(i.c.v.) em uma tarefa de esquiva ativa. Os resultados obtidos mostraram que a PS foi
capaz de melhorar a memoria em ratos velhos e sugerem que a PS esteja envolvida com
o processo de aquisi¢do da memoria.

Existem ainda estudos avaliando o efeito da PS durante o desenvolvimento
perinatal. FAGIOLI e colaboradores em 1989, trataram camundongos C57BL/6 fémeas
prenhas que a partir do nascimento dos filhotes passaram a receber uma suspensdo de
PS ou agua durante trinta dias. Os animais que receberam a PS no periodo de lactagao
apresentaram uma melhor retengdo na esquiva passiva, sugerindo que este composto
pode atuar no comportamento adulto quando administrada durante o desenvolvimento
do SNC. Neste sentido, AMMASSARI-TEULE e cols (1989), avaliaram camundongos
CS7BL/6 que receberam PS desde o periodo de desenvolvimento pos natal ate
completarem 2 meses de idade em um labirinto radial. Verificou-se que os animais
tratados com PS apresentaram uma melhora na memoria espacial comparando com o
grupo controle. Estes resultados mostram que além do efeito da PS no processo
neurodegenerativo. esta droga ainda atua durante o desenvolvimento cerebral.

Nosso grupo, ja verificou que tanto a administragdo aguda (pré ou pos-treino)
como o tratamento prolongado com PS foi eficaz na reversiao da amnésia induzida por
reserpina na esquiva passiva. Neste modelo, foi demonstrado que a reserpina € capaz de

produzir amnésia transitoria quando administrada imediatamente apOs a sessao treino na
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esquiva passiva. Este efeito amnésico foi observado nos testes realizados 24 h e 1
semana apos o treino, mas nao foi verificado no teste realizado 2 semanas apos a
administragdo de reserpina (ALVES ez a/., 2000).

Diante do exposto, verifica-se que apesar dos avangos das neurociéncias, a DP €,
até o momento, uma patologia irreversivel, cujo tratamento € apenas paliativo.
Atualmente, os sintomas motores s3o mais facilmente tratados, enquanto os sintomas
cognitivos sdo ainda pouco estudados. Deste modo, drogas que possam ser uteis na
reversdo das fungdes cognitivas podem auxiliar na melhoria da qualidade de vida dos
pacientes parkinsonianos.

Assim observa-se a necessidade de avaliar drogas nootropicas como a PS no

modelo animal de Doenga de Parkinson induzido por MPTP.
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II- OBJETIVO

Investigar os efeitos da administragdo de fosfatidilserina no modelo animal de
Doenga de Parkinson induzido pelo MPTP no processo de aquisi¢do e retengdo da

memoria em roedores.
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I1I- MATERIAIS E METODOS

II1.1 Animais:

Foram utilizados setenta e seis ratos Wistar machos, de 3 meses de idade, da
mesma linhagem, obtidos através de cruzamentos sucessivos de matrizes provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal do Parana .

Os animais foram mantidos em uma sala com umidade e temperatura
controladas (22 + 1° C), em um ciclo de claro-escuro de 12 horas (7:00-19:00 h). Agua e

comida foram fornecidas a vontade aos animais durante todo o experimento.

I11.2 Drogas:

e MPTP (2,1 pl) - Sigma
e Fosfatidilserina - PS (50 mg/Kg) — TRB pharma

¢ Solugao de NaCl 0,9 % (1ml/Kg);

II1. 3 Cirurgia Estereotdxica

Os animais submetidos a cirurgia receberam o anestésico tiopental 40mg/Kg
(1.p.). Em seguida foi administrado: 0,1 ml penicilina G- Procaina 200.000 U/ml (i.m.) e

sulfato de atropina 0,4 mg/Kg (i.p.). Antes de posicionar 0s animais no estereotaxico



injetou-se um anestésico local (lidocaina 0,15 ml) na derme da regido craniana dos
ratos.

Os animais do grupo MPTP receberam 2,1 ul de MPTP (umol) através de uma
agulha de 30 gauge com uma vazdo de 0,35 pul/minuto nas seguintes coordenadas
estereotaxicas: barra nasal: - 3,3 mm da barra interaural, antero-posterior: - 0,5 mm do
bregma; latero-lateral: + 2.1 mm da linha mediana e dorso-ventral: -7,7 mm do cranio.

O grupo SHAM fo1 submetido ao mesmo procedimento cirargico. Entretanto, os
animais ndo receberam o MPTP, sendo somente introduzida a agulha nas mesmas
coordenadas estereotaxicas. Os ratos do grupo CONTROLE ndo foram submetidos a
cirurgia estereotaxica, mas foram retirados da gaiola de moradia para manuseio durante
alguns minutos. Este procedimento foi realizado para minimizar as diferencas entre o

grupo CONTROLE e os grupos SHAM e MPTP que sofreram o estresse cirurgico.

I111.4 Delineamento Experimental:

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos. Todos os animais
receberam salina (Iml/Kg) ou PS (50mg/Kg) quatorze dias apds a cirurgia
estereotaxica. A administrag@o foi realizada uma vez ao dia por um periodo de 7 dias.
No 21° dia os ratos passaram pela sessdo treino na tarefa de esquiva ativa de 2 vias (30
pareamentos de tons e choque de 04 mA, 5 s). O teste foi realizado 24 h apos o treino, nas
mesmas condigdes.

Entre o periodo pos cirurgico e o inicio do treino da tarefa de esquiva ativa
ocorreu a morte de alguns animais decorrente da lesio feita pelo MPTP ou do estresse

cirurgico. Os animais do grupo SHAM apresentaram mortalidade de 15%, enquanto no



14

grupo MPTP a mortalidade alcangou 50%. Os animais restantes foram divididos

segundo o esquema de tratamento abaixo:

1. MPTP + SALINA (n = 9)
2. SHAM + SALINA (n=7)

3. CONTROLE + SALINA (n = 8)

£ S

. MPTP + PS (n=9)

n

.SHAM + PS (n=9)

6. CONTROLE + PS (n = 9)

I11.5 Andlise Comportamental
I11-5.1 Esquiva Ativa

Vinte e um dias apos a cirurgia, os animais foram treinados na tarefa de esquiva
ativa de duas vias. Nesta analise comportamental, os animais foram treinados em uma
caixa automatizada (GEMINI Avoidance System, vide Figura 1) contendo dois
compartimentos claros. O piso da caixa € formado por barras de cobre com espessura
de Imm e espacados de 10 em 10 mm. A comunicagio entre os dois compartimentos foi
feita por uma porta guilhotina que era mantida aberta durante todo o experimento.

Na sess@o treino os animais foram alojados na caixa de condicionamento e, apos
um periodo de habituagio de 180 s seguiram 30 pareamentos de campainha ( 1,5 Khz,
60 db, 5 s) com um choque nas patas do animal (0,4 mA com varredura de 60 hz)

~durante 5 s ou até a passagem do animal para o outro compartimento da caixa. Ao final
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dos pareamentos os animais foram retirados da caixa automatizada retornando a gaiola
de moradia.

A sessdo de teste, foi realizada 24 horas apos a sessdo de treino. Esta sessdo
consistiu no mesmo procedimento anterior, exceto no tempo de habituagdo que foi
reduzido para 120 s. Durante as sessdes de treino e teste o numero de esquivas
(cruzamento enquanto soava a campainha) e o tempo de fuga (contabilizado a partir do
inicio do campainha) foram armazenados de maneira automatica, por um computador

acoplado ao sistema.

111.4.1 Analise Estatistica:

Os dados do numero de esquivas e o cruzamento inter provas foram analisados
pela ANOVA de uma via seguido pelo teste de Duncan. A comparagio entre o treino €
0 teste na esquiva ativa de duas vias foi analisado pelo teste de “t” de Student. O nivel

de significancia considerado foi p< 0,05.
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CEMINI

Figura 1. Caixa automatizada GEMINI Avoidance System, utilizada para avaliar os

animais na tarefa de esquiva ativa de duas vias.
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IV- RESULTADOS

Na tarefa de esquiva ativa de duas vias, os grupos que receberam a infusdo com
MPTP apresentaram reducdo estatisticamente significante em relagdo aos numeros de
esquivas comparado aos grupos SHAM e CONTROLE tanto na sessio de treino
(F(2,45)= 6,53; p < 0,05 ANOVA de uma via, p < 0,05 teste de Duncan) como na
sessdo teste (F(2,45)=11,29; p < 0,001 ANOVA de uma via; p < 0,05 teste de Duncan).
Entretanto, a diferenga entre os animais tratados com PS ou salina no namero de

esquivas na sessdo treino e teste nao foi estatisticamente significante, tal como pode ser

observado na Figura 2.

NUMERO DE ESQUIVAS

.0} 20

+ <+ 4 +

B CONT+salina
B CONT+PS

O SHAM+salina
£ SHAM+PS

B MPTP+salina

MPTP+PS

TESTE

Figura 2. Efeitos da administracdo repetida (7dias) de PS no nimero de esquivas da
sessao treino e teste de ratos apés a administracio de MPTP na SNc. Os valores estdo
representados pelas médias £+ EPM. ANOVA seguido do teste de Duncan. % p<0,05
comparado com o grupo controletsalina; v¢ p<0,05 comparado com o grupo controle+PS; *
p<0,05 comparado com o SHAM+salina, # p<0,05 comparado com o grupo SHAM+PS.

+ p<0,05 comparado com os numeros totais de esquivas do treino (teste “t” de Student).
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Em relagdo ao pardmetro cruzamento inter provas (CIP) da esquiva ativa de duas
vias, foi verificado que todos os grupos, independente do tratamento, nio apresentaram

diferenga estatisticamente significativa, tal como pode ser visto na Figura 3.

CRUZAMENTO INTER PROVAS

B CONT+salina
B CONT+PS
O SHAM+salina
O SHAM+PS
B MPTP+salina
MPTP+PS |

TESTE

Figura 3. Efeitos da administracio repetida (7dias) de PS no cruzamento inter
provas da sessio treino e teste de ratos apos a administracio de MPTP na SNc. Os

valores estdo representados pelas médias + EPM. ANOVA seguido do teste de Duncan.
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V- DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que a administragdo de MPTP na SNc produziu
efeito amnésico em ratos submetidos a tarefa de esquiva ativa em comparagdo aos
animais do grupo SHAM e controle. Este fato corrobora dados anteriores do nosso
grupo (MIYOSHI, 1999) de que os animais com destruigdo dos neurdnios
dopaminérgicos da SNc apresentam prejuizo cognitivo, entretanto nao mostram
alteragdes motoras como esperado na DP Neste sentido, diversos autores
(SCHNEIDER & POPE-COLEMAN, 1995; FAGLIONI er al., 1997, DUBOIS &
PILLON, 1997) ja demonstraram que as alteragdes cognitivas precedem a
sintomatologia motora parkinsoniana.

Como mencionado anteriormente, dados de literatura indicam que 50% dos
casos de DP tém piora significante das fun¢des cognitivas, sendo que um em cada cinco
pacientes poderdo apresentar um quadro de deméncia (KORCZYN et al.,1995; BRAAK
et al., 1996). Estes fatos ressaltam a importancia da realizagdo de estudos sobre os
mecanismos degenerativos da DP e a busca de tratamentos eficazes, sobretudo com
relagd@o a preservagao da fungdo cognitiva.

Neste trabalho buscou-se ainda investigar os efeitos da PS em animais tratados
com o MPTP. Nossos resultados indicam que, contrariamente ao esperado, a PS ndo foi
eficaz na reversdo da amnésia produzida pela administragdo de MPTP. Além disto, ndo
foram encontradas diferencas significantes entre os animais dos grupos SHAM e
controle que receberam PS e aqueles que receberam salina. Por outro lado, nosso grupo
ja observou que tanto a administragdao aguda (pré ou pds-treino) como o tratamento
prolongado com PS foi eficaz na reversao da amnésia induzida por reserpina na esquiva

passiva (ALVES et al., 2000).
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Assim, trés hipoteses nao excludentes podem ser sugeridas para explicar a
auséncia de efeitos da PS no modelo animal de Parkinson induzido pelo MPTP.

A primeira hipotese esta relacionada com os diferentes modelos de Parkinson
acima citados. No modelo da reserpina, proposto por CARLSSON er a/. (1958),
observou-se que a administragdo desta droga reduz a atividade motora causando
acinesia, hipocinesia, tremores e catalepsia em ratos, bem como a reversdo destes sinais
apos a administragdo de L-DOPA.

O mecanismo farmacologico da reserpina indica que o alcaldide afeta o
mecanismo intraneuronal de armazenamento de neurotransmissores nas vesiculas,
bloqueando a enzima magnésio-ATPase. Assim sdo depletadas vesiculas de dopamina e
outros neurotransmissores, tais como, adrenalina, histamina, NA e 5-HT (GERLACH
& RIEDERER, 1996). Deste modo, nos anos sessenta € setenta, a inibigdo da atividade
motora induzida por reserpina em roedores foi amplamente usada para investigar drogas
eficazes na DP (MENZAGHI e al., 1997). Neste modelo, demonstrou que a reserpina
foi capaz de produzir amnésia transitoria quando administrada imediatamente apos a
sessdo treino na esquiva passiva. Este efeito amnésico foi observado nos testes
realizados 24 h e 1 semana apds o treino, mas ndo foi verificado no teste realizado 2
semanas apos a administragao de reserpina (ALVES ez al., 2000). Este fato, mostra que
a deplegdo de catecolaminas € um efeito reversivel, indicando que apesar das
similaridades comportamentais observadas nos animais, a reserpina pode ser criticada
como um modelo animal de DP. Animais tratados com reserpina apresentam uma
deplec@o de 64% dos niveis de dopamina estriatal apos tratamento prolongado com o
alcaloide (NEISEWANDER er al., 1991), entretanto, como dito anteriormente, a

dopamina n@o ¢ unico neurotransmissor depletado pela reserpina.
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Neste trabalho, avaliamos os efeitos amnésicos do MPTP, o qual ¢ atualmente
considerado como o melhor modelo experimental para estudo da DP (GERLACH et al.,
1996). A toxicidade do MPP pode estar associada ao “estresse oxida*ivo’ com aumento
da produgdo de radicais livres e superoxidos durante o metabolismo do MPTP
(GERLACH & RIEDERER, 1996, HANGAN et al., 1997, WONG et al., 1999). Neste
sentido, o estresse oxidativo € hoje considerado como o principal fator etiogénico da DP
(GERLACH & RIEDERER, 1996).

Embora a administrac¢do sistémica de MPTP ndo acarrete em anormalidades na
regiao nigroestriatal em ratos, a infusio direta de MPTP na Substincia Negra destroi a
zona compacta dos neuronios dopaminérgicos e depleta a dopamina estriatal e seus
metabolitos (KALARIA ez al., 1987). Além disto, a administragao de MPTP na SNc foi
validada como um modelo animal de Parkinson, pois os animais tratados com esta
neurotoxina apresentaram prejuizo na aquisi¢ao e reten¢do da memoria (MIYOSHI,
1999). Segundo VALLDEORIOLA et al. (1997), as alteragdes cognitivas encontradas
nos pacientes com DP envolvem lentidao no processamento de informagdes e prejuizo
na aquisi¢ao das memorias de curto prazo. Tanto a memoria operacional como a de
longo prazo podem estar alteradas nos pacientes com DP (DUBOIS & PILLON, 1997).

Na esquiva ativa foram avaliados o numero de esquivas e 0s cruzamentos inter-
provas (CIP). O numero de esquivas € um parametro indicativo que o animal associou 0
som da campainha a liberagdo do choque, pois emite um comportamento de fuga
condicionado ao estimulo (campainha). Os animais tratados com o MPTP apresentaram
significante redu¢do deste parametro em comparagdo aos ratos dos grupos SHAM e
controle como ilustra a Figura 2. Este fato indica que, a lesio com MPTP causou um
prejuizo tanto na aquisi¢do quanto na retengao da memoria. Por outro lado, o tratamento

com esta neurotoxina nao alterou os CIP, como mostra a Figura 3, sugerindo que a



atividade motora exploratoria dos animais nio foi comprometida pela administragdo de
- MPTP. Corroborando os resultados apresentados por SCHNEIDER & POPE-
COLEMAN (1995), FAGLIONI ez al. (1997) ¢ DUBOIS & PILLON (1997)
Finalmente, o t;"atamento com PS ndao modificou estes parametros estudados, tanto nos
animais controle como naqueles tratados com MPTP.

Tomados em conjunto, os dados acima apontam para uma hipotese alternativa
para explicar a auséncia de efeitos da PS no paradigma de memoria empregado no
presente trabalho.

De fato, quando uma droga que induz amnésia ¢ administrada logo apos a sessao
de treino da esquiva passiva, pode-se avaliar o processo de consolidagdo da memoria
(onde a memoria labil € transformada em trago de memoria estavel), enquanto na
esquiva ativa verifica-se a aquisi¢do e retengao (SAHGAL, 1993). Deste modo, a PS foi
capaz de reverter a amnésia induzida por reserpina na esquiva passiva conforme descrito
por ALVES et al. (2000), mas nio na esquiva ativa.

O efeito da PS no aprendizado e memoria sdo bem conhecidos e alguns autores
tem demonstrado que os efeitos da PS em estudos comportamentais e neuroquimicos
sdo relacionados as fungdes cognitivas. ZANOTTI e colaboradores em 1989.
verificaram que o trata’mento cronico com PS (50 mg/dia/durante 7-12 semanas) em
ratos idosos produz uma melhor performance no labirinto aquatico de Morris e na
Além disto, DRAGO e al. (1981) demonstraram que a administragido de PS i.p. (5,10 e
20 mg/kg) oui.c.v. (5,10 e 20mg/2ul) facilitou a aquisi¢do da memoria na esquiva ativa.
Estes resultados mostram que a PS melhora o aprendizado e a memoria em ratos velhos
e sugerem que a PS esteja envolvida com o processo de aquisicdo da memoéria. Em

adigdo, ZANOTTI ez al. (1986) e CLARO et al. (1999) verificaram o efeito da PS na



23

reversio da amneésia induzida por escopolamina, em ratos adultos testados na tarefa de
esquiva passiva e na tarefa de esquiva discriminativa em um labirinto em cruz elevado.
Estes dados indicam que a PS foi capaz de reverter prejuizos cognitivos em diversas
tarefas, envolvendo diferentes tipos de memoria, como a de longa duragdo e memoria
espacial.

Finalmente, a terceira hipotese esta relacionada com o esquema de tratamento
empregado. No presente trabalho, a PS foi administrada prolongadamente (7 dias),
somente 14 dias apos a cirurgia. E possivel que neste intervalo, entre a cirurgia e o
inicio do tratamento, as alteragdes no sistema dopaminérgico sejam irreversiveis,
provocando um prejuizo permanente na memoria de longa duragdo dos animais. Neste
sentido, FAGIOLI ez al. (1989), avaliaram o efeito da PS durante o periodo perinatal
em camundongos C57BL/6. Os animais que receberam a PS no periodo de lactagio
(trinta dias) apresentaram um aumento significante na reten¢do na esquiva passiva em
comparagdo aos animais do grupo controle. Sugerindo que este composto restaurou a
memoria de animais adultos quando administrada durante o periodo perinatal. Além
disto, AMMASSARI-TEULE e colaboradores em 1989, avaliaram camundongos
C57BL/6 que receberam PS desde o periodo de desenvolvimento pos natal até
completarem 2 meses de idade em um labirinto radial. Foi verificado que animais
tratados com PS apresentaram uma melhora na memoria espacial comparando com o
grupo controle.

Estes resultados mostram que a PS € capaz de atenuar os processos
degenerativos associados as deméncias, bem como, mostra um efeito neuroprotetor
durante o desenvolvimento cerebral.

Em concluséo, nossos resultados refor¢cam a idéia de que os sintomas cognitivos

presentes no modelo animal do MPTP sdo similares aqueles encontrados nas fases



24

iniciais da DP e precedem as alteragdes motoras, assim confirmando sua utilidade como
um modelo animal para o estudo da amnésia associada a doenga de Parkinson. Por outro
lado, a PS uma droga nootropica, amplamente empregada no tratamento de deméncias

nao foi eficaz na reversdo da amneésia induzida por esta toxina. Futuros experimentos

poder@o ajudar a elucidar estas questdes.
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VI - CONCLUSOES

* A administracao de MPTP na SNc provocou redu¢ao no numero de esquivas em

* comparagio aos grupos SHAM e controle, indicando prejuizo na aquisi¢ao e
retencdo da memoria dos animais tratados com esta neurotoxina.

* A administragdo de MPTP nao alterou o CIP, em comparag@o aos ratos dos grupos
SHAM e controle. Este fato indica que a atividade motora exploratoria ndo foi
alterada pelo tratamento com MPTP.

* O tratamento com PS ndo reverteu a amnesia induzida pelo MPTP no pareamento
numero de esquivas, e ndo alterou o CIP. indicando que a atividade locomotora

exploratoria n3o foi alterado neste tratamento.
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‘Tabela 1. Efeitos da administragio repetida (7dias) de PS no nimero de esquivas’

da sessdo treino e teste de ratos apés a administragio de MPTP na SNc. Os valores

estdo representados pelas médias £+ EPM. ANOVA seguido do teste de Duncan.

.GRUPOS |CONT+ CONT+ |SHAM+ |SHAM+ |MPTP+ |MPTP+
salina PS salina PS salina PS

TREINO [6,6 2,13 |10,2+1,29 |9,3+1,58 |82+1,22 [4+1,07 4.1 £1,47

TESTE 15,2 +£3,12 14,6 £3,02 |154£2,7 |15,7+232 |6,3+0,97 |5,3 £1,07

Tabela 2. Efeitos da administracio repetida (7dias) de PS no cruzamento inter

provas da sessio treino e teste de ratos apos a administracio de MPTP na SNc. Os

valores estdo representados pelas médias = EPM. ANOVA seguido do teste de Duncan.

CONT+

GRUPOS CONT + SHAM + |SHAM+ |MPTP+ |MPTP+
salina PS salina PS salina PS

TREINO |23,8+4,83 [19,3+225 [182+4,22(21,4+2,71 |23,6 +4,04 (24,7 4,77

TESTE 21,5+6,11 |23,1£3,16 |18,2+1,92(22,3£3,3 |16,7£2,51 |26,8 £6,86




